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1. Abkürzungsverzeichnis 
ACTB  actin, beta 
AEC  3-Amino-9-Ethylcarbazol 
cAMP  cyclische Adenosinmonophosphat 
cDNA  complementary Deoxyribonucleic Acid 
COX  Cyclooxygenase 
Cq   Cycle quantification 
FFPE  Formalin-Fixed Paraffin Embedded 
FFT  Fresh-Frozen-Tissue 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
Gi  inhibitory regulative G-protein 
Gq  phosphatidylinositol signal pathway G-protein 
mRNA  messenger Ribonucleic Acid 
NSAR  nichtsteroidale Antirheumatika 
pH  potentia Hydrogenii 
PGD2  Prostaglandin D2  
PGE2  Prostaglandin E2  
PTGER1  Prostaglandin E Rezeptor 1, EP1 
PTGER2  Prostaglandin E Rezeptor 2, EP2 
PTGER3  Prostaglandin E Rezeptor 3, EP3 
PTGER4  Prostaglandin E Rezeptor 4, EP4 
PTGFR  Prostaglandin F2alpha Rezeptor 
TBST  Tris-buffered Saline and Tween 
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2. Deutsche Zusammenfassung 
2.1.Einleitung 
Prostaglandine sind Gewebshormone, welche durch die Cyclooxygenasen (COX1 und 
COX2) aus Arachidonsäure oder Eicosapentaensäure gebildet werden und bei der 
Entstehung von Schmerz und der Kontraktion bzw. der teilweisen Dilatation von 
Ureteren oder Arterien eine Rolle spielen. Die Hemmung der COX durch nichtsteroidale 
Antirheumatika (NSAR) spielt deshalb eine Rolle an der Reduktion von Schmerzen und 
der Dilatation von Ureteren bei Patienten, welche unter einer Nierenkolik oder einer 
Obstruktion eines Ureters leiden (Nørregaard et al., 2006). Insbesondere die Expression 
von COX2 scheint bei der Harnleiterkolik eine wichtige Rolle zu spielen und stellt 
deshalb auch ein mögliches Ziel in der Bekämpfung von Schmerzen dar (Chaignat et al., 
2008).   
Jedoch stehen NSAR eng in Verbindung mit möglichen und starken Nebenwirkungen, 
wie einer verminderten renalen Durchblutung und der Entstehung von Magen- und 
Duodenalulzerationen. Prostaglandine  stellen eine interessante Alternative dar, weil 
eine schmerzstillende Wirkung erzielt werden könnte, ohne die Nebenwirkungen von 
NSAR in Kauf nehmen zu müssen. Die Einteilung der Prostaglandine erfolgt  in 
Prostaglandin F2α (PGF2a) und Prostaglandin D2 (PGD2), welche eine Kontraktion des 
Ureters verursachen und Prostaglandin E2 (PGE2), welches über vier verschiedene 
Rezeptorsubtypen PTGER1-4  eine Wirkung vermittelt.  
PTGER1(Prostaglandin E Rezeptor 1, EP1) und PTGER3 (Prostaglandin E Rezeptor 3, 
EP3) bewirken eine Kontraktion glatter Muskulatur, während PTGER2 (Prostaglandin E 
Rezeptor 2, EP2) und PTGER4 (Prostaglandin E Rezeptor 4, EP4) glatte Muskelzellen 
relaxieren. Alle Rezeptoren vermitteln ihre Wirkung über G-Protein-gekoppelte 
Mechanismen, wie cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP) Stimulation über Gq (bei 
PTGER2 und PTGER4), cAMP Inhibition über Gi (bei PTGER3) und einer Aktivierung 
von Phosphatidylinositol (bei PTGER1) (Breyer et al., 1996). Während das Vorkommen 
der verschiedenen Rezeptortypen im Tiermodell nachgewiesen wurde (Nørregaard et 
al., 2006), steht der Nachweis der Verteilung dieser Rezeptoren im menschlichen 
Harntrakt noch aus.  
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Die folgende Studie untersucht die Expression von PTGER1-4 und PTGFR 
(Prostaglandin F2 alpha Rezeptor) im menschlichen Ureter. Dafür wurden Die Ureter in 
proximale, distale und in einen mittigen Abschnitt und dem Nierenbecken eingeteilt. 
Insbesondere PTGER1 und PTGER3 könnten zukünftige Ziele bei der Therapie einer 
Urolithiasis und eine Alternative zu gängigen COX-Inhibitoren darstellen.  
2.2.Methoden 
Die Proben stammen von insgesamt 23 Patienten, 17 davon mit malignen Erkrankungen 
der Niere, bzw. der ableitenden Harnwege (Nierenzellkarzinom und Urothelkarzinom) 
und sechs Patienten mit einer nicht-malignen Indikation zur Nephroureterektomie, zum 
Beispiel einer chronischer Pyelonephritis (n = 1), vesicoureteralem Reflux (n = 2), 
obstruktivem Megaureter (n = 1), Nierenbeckenabgangsstenose (n = 1) und einem 
Patienten mit unklarer Genese (n = 1). Die Gewebeproben vom Ureter der Patienten, 
wurden in verschiedene Abschnitte (proximal, distal, mittig) und Nierenbecken eingeteilt 
und in Paraffin eingebettet (Formalin-Fixation Paraffin Embedded, FFPE). Weitere drei 
Proben dieses Patientenkollektivs wurden als Frischgewebe (Fresh-Frozen Tissue, FFT) 
bei -80 °C archiviert.  
Die für die Immunhistochemie verwendeten Paraffinblöcke wurden durch Xylol- und 
Alkoholreihen entwachst und anschließend einer Mikrowellen-Citrat Behandlung 
unterzogen. Die Immunhistochemie beruht auf dem Prinzip der Antikörper/Antigen-
Konjugation. Dabei bindet ein Primärantikörper an ein für ihn typisches Epitop auf dem 
Probengewebe und haftet fest daran an. Dieser Primärantikörper kann im nächsten 
Schritt von einem Sekundärantikörper erkannt werden. Verwendet wurde das EnVision©-
Reagenz (Fa. Dako) gegen Kaninchen-Antikörper. Der Sekundärantikörper trägt eine 
vielfache Peroxidasemarkierung, welche die Bildung und Verstärkung des Färbesignals 
mittels AEC (Fa. Dako, 3-Amino-9-Ethylcarbazol) ermöglicht. Danach erfolgte eine 
Gegenfärbung mit Hämalaun. Analog zur Vorgehensweise bei den FFPE-Geweben ging 
ich bei den FFT-Geweben vor.  
Zur Quantifizierung der mRNA wurde aus den Geweben mit Hilfe des RecoverAll© Total 
Nucleic Acid Isolation Kit (Fa. Ambion) isoliert. Nach dem Entwachsen der Schnitte und 
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einem Proteinverdau erfolgte die Aufreinigung über eine Silikagel-Säule. Für die 
Umschreibung der mRNA in cDNA (complementary Deoxyribonucleic Acid) 
verwendeten wir das Enzym reverse Transkriptase des SuperScript III First Strand 
Synthesis System (Fa. Invitrogen). Die RTq-PCR wurde mit den spezifischen Primern 
für die jeweiligen Prostaglandinrezeptoren  mit einem SYBR-GreenER-Master-Mix (Fa. 
Invitrogen) an einem ABI Prism 7900HT (Fa. Applied Biosystems) gemessen. 
Eingeschlossen wurden Positivkontrollen (Niere, n = 4), Negativkontrollen (Uterus, n = 
2) und eine No-Template-Control (NTC = Wasser).  
Die Färbeergebnisse der Histologie wurden an einem Mikroskop mit einem Score von 0 
(negativ), 1 (leicht positiv), 2 (positiv) bis 3 (stark positiv) bewertet, jeweils für 
Urotholzellen und Muskelzellen. Die statistischen Auswertungen erfolgten mit SPSS 
Statistics v20 (IBM). Der Chi-quadrat Test (Häufigkeitstest) wurde zum Vergleich von 
Proteinexpressionen im Urothel und der glatten Muskulatur sowie des Ureters 
eingesetzt. Der Friedmann-Test (Gleichheit des Lageparameters mit gepaarten 
Stichproben) und der Mann-Whitney-U-Test wurden angewandt zum Vergleich von 
Proteinexpression in den verschiedenen  Arealen der Ureterproben. Eine statistische 
Signifikanz wurde bei p < 0.05 angenommen. 
 
2.3. Ergebnisse 
Die nachfolgenden Auswertungen beziehen sich ausschließlich auf die Färbungen im 
Paraffingewebe. Der Zustand der Urothelzellen im Gefriergewebe war dagegen 
unbefriedigend. Unabhängig davon verhielten sich die muskulären Färbungen gleich. 
Die Prostaglandinrezeptoren wurden zytoplasmatisch angefärbt. Innerhalb eines 
Präparates war die Färbeintensität der Zellen gleichmäßig. Es konnte kein Unterschied 
zwischen obstruierten und nicht obstruierten Uretergeweben p > 0,28 (Mann-Whitney-U-
Test) gefunden werden. Die Untersuchungen ergaben jedoch einen deutlichen 
Unterschied zwischen den einzelnen Zielproteinen wie auch in den einzelnen 
Ureterabschnitten (Friedman-test: p < 0,001): 
- PTGER1 zeigte in den meisten Proben eine eindeutige Färbung. Es gibt einen 
deutlichen Unterschied zwischen Urothel, mit einer starken Expression und glatter 
Muskulatur, welche eher moderate Färbung zeigte. Die Verteilung von PTGER1 fällt 
zwischen den einzelnen Ureterabschnitten vergleichbar aus. 
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- PTGER2 fand sich in zirka 50 % der Präparate im Urothel und zeigte eine schwache 
Expression unabhängig vom Ureterabschnitt. Die PTGER2-Färbung in den Muskelzellen 
war ebenfalls schwach und in nur 15-20 % der Proben vorhanden. Es ergab sich keine 
Färbung im Nierenbecken. 
- PTGER3 war im Urothel negativ oder kaum nachweisbar (10 %), unabhängig vom 
Gewebe. PTGER3 fand sich deutlich häufiger und stärker exprimiert in der glatten 
Muskulatur. Für die Lokalisation zeigte sich eine Verteilung von 62 % in distalen 
Abschnitten, 80 % in mittleren Abschnitten und 46 % in proximalen Abschnitten des 
Ureters, während im Nierenbecken nur 23 % PTGER3 Expression in schwacher oder 
moderater Färbung zu finden war. 
- PTGER4 war schwach exprimiert und vorwiegend im Urothel zu finden. Die Verteilung 
mit 23 % im distalen, 14 % im mittleren und 35 % im proximalen Ureter, sowie 31 % im 
Nierenbecken ist unauffällig. Außer in 13 % der distalen Abschnitte gab es keine 
Muskelfärbungen.  
- PTGFR zeigte in den meisten Proben eine schwache bis moderate Expression und 
eine einheitliche Verteilung zwischen Muskulatur und Urothel. Weniger als 15 % hatten 
keine darstellbare PTGFR Expression. 
Im nächsten Schritt wurden die mRNA Expressionprofile von PTGER1-4 und PTGFR 
untersucht. Aus dem vorliegenden FFPE-Gewebe konnte keine, qualitativ und 
quantitativ ausreichend hochwertige RNA extrahiert werden. Daraufhin verwendeten wir 
Proben aus Frischgewebe (FFT). Aufgrund der geringen Probenanzahl (n = 3) und der 
geringen Konzentration des Probenmaterials, war nur eine eingeschränkte Bewertung 
möglich. Die Expression der Target-RNA zeigte sich nur geringfügig über dem 
Quantifikationslimit (Cq 30-32), bei einem Stabilitätswert für die Housekeeper ACTB und 
GAPDH von 0,538 (DataAssist Software). In allen Proben fanden sich trotzdem 
detektierbare Mengen PTGER1-4 und PTGFR mRNA, welche sich jedoch nicht mit der 
Proteinexpression aus der IHC korrelieren ließ (p > 0.3). 
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2.4.Diskussion 
Im Hinblick auf neue Strategien in der Behandlung von obstruktiven Erkrankungen des 
Ureters stellen Prostaglandine eine interessante Alternative zu gängigen 
Behandlungsmethoden dar. Es wurden schon umfangreiche Arbeiten zur Identifikation 
von Prostaglandinrezeptoren im Tiermodell angefertigt (Nørregaard et al., 2006), der 
Nachweis im menschlichen Harntrakt fehlte jedoch. Bisher besteht die Therapie unter 
anderem in der Verwendung nichtsteroidaler Antirheumatika (NSAR). Besonders 
selektive COX2-Inhibitoren scheinen zur Schmerzbekämpfung geeignet zu sein 
(Nørregaard et al., 2006). Jedoch haben sowohl selektive, als auch nicht-selektive COX-
Inhibitoren erhebliche Nebenwirkungen, wie eine gesteigerte Blutungsneigung und 
gastrointestinale Beschwerden (Labianca et al, 2012). Ebenso stehen NSAR unter 
Verdacht renale Nebenwirkungen zu verursachen, wie Salz- und Flüssigkeitsretention 
(Bao et al., 2012) und sogar ein Nierenversagen kann daraus resultieren (Musu et al., 
2011). Aktuelle Studien zeigten bereits die Wirkung von PGE2 auf obstruktive 
(Kontraktion) und nicht-obstruktive Ureteren (Dilatation) (Lowry et al., 2005), wobei die 
gegensätzlichen Effekte auf die unterschiedlichen Subtypen zurückgeführt werden 
können (Ankem et al., 2005). So sind PTGER2 und PTGER4 an einer Relaxation von 
glatter Muskulatur beteiligt (Regan et al, 1994), während PTGER1 und PTGER3 eine 
Kontraktion bewirken (Funk et al., 1993).  
In unserer Studie konnten wir die Verteilung von PTGER1 in den Zellen des Urothels 
von Nierenbecken (100 %) und dem proximalem Abschnitt (80 %) zeigen, mit 
abnehmender Expression in den distaler gelegenen Abschnitten. Die glatte Muskulatur 
zeigte eine moderate Expression vor allem im proximalen Ureter (85 %). Das Urothel 
der Blase wurde bereits ausführlich untersucht und Effekte für PTGER1 beschrieben 
(Wang et al., 2008). Auch die Rolle von PTGER1 in der Entstehung von 
entzündungsbedingtem Schmerz wurde gezeigt (Johansson et al., 2011), welche durch 
eine Herunterregelung der Expression von COX2 vermittelt wird (Haddad et al., 2012).  
Für den PTGER1-Antagonisten (GW848687X, 2,6-substituiertes Pyridin) wurde bereits 
eine hervorragende Wirksamkeit in Modellen von Entzündungreaktionen gezeigt (Giblin 
et al., 2007). So wurde angenommen, dass PTGER1 eine Modulierung  der 
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Aldosteronwirkung beim Einbau von Natriumkanälen in die Zellwände der  Sammelrohre 
im Nierenmark bewirkt (Gonzales et al., 2009).  
PTGER3 zeigte in der Studie eine schwache bis mittlere Expression in glatter 
Muskulatur und negative Ergebnisse in Urothelzellen. Die PTGER3 vermittelte Wirkung 
über CRE (cAMP Response Elements) (Audoly et al., 1999) scheint ein mögliches Ziel 
der anti-inflammatorischen Therapie bei Entzündungen der Haut zu sein (Goulet et al., 
2004). PTGER2 und PTGER4 wurden nur schwach oder gar nicht im Urothel und der 
glatten Muskulatur exprimiert. 
Folgende Limitationen der Studie sind zu nennen: Die verwendeten Proben stammten 
von Patienten mit unterschiedlichen Grunderkrankungen. Zudem war die Anzahl 
verfügbarer Proben relativ gering, was die statistische Aussagekraft eingeschränkt. Die 
Gewebe-Fixierung führte zu einer deutlichen Einschränkung der RNA-Integrität, was den 
Vergleich von Protein und mRNA Expression nahezu unmöglich machte.  
Zusammenfassend zeigte sich, eine deutliche Expression von PTGER1 Rezeptoren im 
menschlichen Harntrakt und eine eventuell damit verbundene Therapieoption, durch 
Verwendung eines PTGER1-Rezeptor-Antagonisten, in der Behandlung von Urolithiasis 
bedingten Schmerzen und eine Möglichkeit das Behandlungsspektrum der COX-
Inhibitoren zu ergänzen und damit verbundene Nebenwirkungen zu reduzieren.
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